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■序にかえて － 環境ホルモン研究施設の思い出 － 




す必要がある。無脊椎動物の性を決める 2 つの遺伝⼦、ショウジョウバエの doublesex、
線⾍ C. elegans の mab-3（male abnormal 3）の間に相同性が⾒出され、その相同性のある
領域は DM ドメインと名づけられた。DM ドメインはのちに Zinc finger 構造をもつ DNA
結合領域であることが判明している。そこで多くの動物で DM ドメインをもつ遺伝⼦が
探索され、DMRT1（doublesex and mab3 related transcription factor 1）遺伝⼦が無脊椎動物
から脊椎動物にいたる幅広い動物に⾒いだされた。この遺伝⼦は、オス型の発⽣と密接
に関連している（1）。しかし DMRT1 は発⽣過程で最初の性（primary sex）を決める遺伝
⼦ではないことが多く、例えば哺乳類では Y 染⾊体上の SRY（sex determining region Y）
が最初の性を決める遺伝⼦、すなわち性決定遺伝⼦であり、SRY が雄性を決定づけたの
ちに、従属的に DMRT1 が雄性のさらなる分化を指令している。哺乳類以外の例として、
⽇本産メダカは多くの哺乳類と同様に XX/XY システムであり、DMRT1 遺伝⼦も持つ。
しかし DMRT1 と相同性のある別の遺伝⼦ dmY（ディミー）が Y 染⾊体上にあり、これ
が雄性の性決定遺伝⼦である（2）。ニワトリは他のほとんどの⿃類と同様に ZZ/ZW シ
ステムであり、DMRT1 が Z 染⾊体上にあって雄性の発⽣を司っている。ZZ の雄では
DMRT1 が 2 コピーあり、その発現量が多いためにオス型の発⽣が進⾏するが、ZW の雌
では DMRT1 が 1 コピーしかないため、発現量が閾値を下回り、その場合はメス型の発














カツメガエルは異質 4 倍体で染⾊体数は 36 本あり、1〜9 番まである染⾊体のそれぞれ
に L と S がある。そのうち 3L 染⾊体上に Z 特異的、あるいは W 特異的な部分があり、
W 特異的な部分には DM-W と、そのほか 2 つの遺伝⼦が座乗している。⼀⽅で Z 特異
的な部分には 1 つの遺伝⼦が座乗している（7）（筆者注：この論⽂では DM-W が 2L 染
⾊体上に記載されているが、のちに染⾊体番号が修正されて現在に⾄っている）。また
DMRT1 遺伝⼦は 1L 染⾊体と 1S 染⾊体に座乗している。 
 ⿂類においては、性決定のしくみが性ホルモンの合成と⼀体化している例が最近発⾒
された。ZZ/ZW 型であるブリにおいては W 染⾊体上の雌を決める遺伝⼦である Hsd17b1
が酵素をコードしており、この酵素のはたらきで⼥性ホルモン（エストロゲン）が合成
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表 1 BPAとエストロンの性比に及ぼす影響（環境ホルモン研究報告 2003 年 12月より） 
テスト物質 BPA BPA BPA E1 E1 E1 
モル濃度 10-5 10-6 10-7 10-6 10-7 10-8 
mg/L 2,280 228 22.8 270 27 2.7 
オス 48％ 56％ 51％ 0％ 8％ 36％ 
メス 44％ 44％ 49％ 100％ 90％ 64％ 
⽣殖巣なし 5％ 0％ 0％ 0％ 0％ 0％ 
性判別できず/
卵精巣 3％ 0％ 0％ 0％ 2％ 0％ 






 私が横浜市⼤の⽂理学部に赴任したのは 1989 年 10 ⽉で、その年はアクチビンがアフ
リカツメガエル胚において中胚葉誘導活性をもつことを浅島誠教授がヨーロッパの学会











芽球分化因⼦（EDF; erythroid differentiation factor）を同定した。K562 や THP-1 といった
⽩⾎病細胞の培養上清から限外濾過や硫安沈殿、カラムクロマトグラフィー、逆相 HPLC
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勾配により溶出させた 30 ほどの分画のなかで、中程の同じ番号の分画に EDF 活性と中
胚葉誘導活性が⾒出された（17）。⼀⽅で、未受精卵や初期胞胚（St.7）からはアクチビン




PVDF 膜へと転写し、放射性ヨウ素 125 で標識したアクチビン A またはアクチビン B を






にアクチビン A およびアクチビン B のアミノ酸配列に対する抗ペプチド抗体への反応性









RT-PCR や RNase プロテクションアッセイ、またはノーザンブロットで発現の時期を探












的には、アクチビンの属する TGF-β スーパーファミリーのほかのメンバーである Vg1、




物極側（Vegetal 側）に著しく偏った分布を⽰す mRNA として⾒出されたのが Vg1（ヴェ
ジワン）である。この分⼦は現在では GDF1（growth and differentiation factor 1）という
名称に切り替わっている。GDF1 の合成 mRNA を初期胚にマイクロインジェクションし
て、アニマルキャップを切り出すアッセイを⾏うと、中胚葉誘導活性が全く⾒出されな

















エルの頭⽂字 X に nodal-related の名称で呼ばれ、Xnr1、Xnr2、Xnr3 が最初に発⾒され、
続いて Xnr4、Xnr5、Xnr6 が⾒出された。この中では Xnr5 と Xnr6 の発現開始が最も早い
（23）。この両遺伝⼦は、後に述べる転写因⼦ VegT と、コアクチベーターである β カテ
ニンにより発現誘導される。すなわち受精後の背側形成シグナルである Wnt シグナリン






的には、アクチビンの属する TGF-β スーパーファミリーのほかのメンバーである Vg1、




物極側（Vegetal 側）に著しく偏った分布を⽰す mRNA として⾒出されたのが Vg1（ヴェ
ジワン）である。この分⼦は現在では GDF1（growth and differentiation factor 1）という
名称に切り替わっている。GDF1 の合成 mRNA を初期胚にマイクロインジェクションし
て、アニマルキャップを切り出すアッセイを⾏うと、中胚葉誘導活性が全く⾒出されな

















エルの頭⽂字 X に nodal-related の名称で呼ばれ、Xnr1、Xnr2、Xnr3 が最初に発⾒され、
続いて Xnr4、Xnr5、Xnr6 が⾒出された。この中では Xnr5 と Xnr6 の発現開始が最も早い
（23）。この両遺伝⼦は、後に述べる転写因⼦ VegT と、コアクチベーターである β カテ
ニンにより発現誘導される。すなわち受精後の背側形成シグナルである Wnt シグナリン





















いた。上野先⽣は TGF-β スーパーファミリーの⾻形成タンパク質（bone morphogenetic 




























 以上のようなアクチビンや BMP の研究が新たな展開を迎えている最中に、その当時
の私⾃⾝はレチノイン酸（retinoic acid; RA）に興味を抱いていた。RA がカエル胚の頭
部を⽋損させる作⽤をもつことが発表され（27）、おそらく RA が少ないと頭部が形成さ
れ、RA が多いと尾部ができるという仮説がオランダの研究者から発表されていた。こ
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遺伝⼦はマウス 17 番染⾊体上にあり、1400 キロベースもの⻑い染⾊体断⽚の中から、
1990 年にイギリスでクローニングされた（29）。 
 その後、ショウジョウバエ胚における視葉の発⽣を司る遺伝⼦ optomotor blind（omb） 
とマウス T 遺伝⼦との間に相同性が⾒出された。その約 200 アミノ酸からなる領域が
T-box と名づけられ、この部分には DNA 結合活性があることが判明した。このとき⾒出
された T-box と相同性をもつ遺伝⼦が次々と発⾒され、それらは T-box 遺伝⼦ファミリー
を形成している。その 1 つがアフリカツメガエルの VegT（ヴェジティー）である（30）。
これは卵⺟細胞〜初期胚に⾄るまでの卵の植物極側で発現する遺伝⼦であり、その合成














（degenerate primer） を設計した。このとき混合塩基の組み合わせは 64 通り以下に抑え
たと思う。そうしたプライマーの F と R を⽤意し、アフリカツメガエルの胞胚および原
腸胚期の cDNA を鋳型にして PCR すると、約 250 塩基対の増幅産物が得られた。これ
を pBluescriptII KS(-)を元に⾃作した T ベクターへと挿⼊してクローニングした。その後、
制限酵素処理によって挿⼊ DNA 断⽚を切り出し、電気泳動してみると、⻑いものから
短いものまで幾通りかの遺伝⼦がクローニングされていることを確認した。次に T 遺伝







⾒出された。その配列をマウスの Tbx1〜Tbx6 と⽐較することで、カエルの Tbx1 および
Tbx6 が得られたと判断した。その塩基配列を元に、5'RACE 法および 3'RACE 法により
5'上流から 3'ポリ A に⾄るまでの cDNA 配列を得て、その配列をつなげることで仮想の
Tbx1 および Tbx6 の cDNA 全⻑の配列を得た。次に、なるべくその cDNA の 5'および 3'
の末端に近い部位に F と R のプライマーをそれぞれ新たに設計して PCR を⾏い、その F
〜R までが⻑い 1 つのアンプリコンとして増幅されたことから、cDNA のクローニング
は⼀段落した。これらの cDNA 全⻑を使って、Tbx1 と Tbx6 それぞれがどの発⽣段階で、
どの部位で発現しているかを明らかにした（1998 年）。当時は PCR クローニングしただ
けでは本物の遺伝⼦であるとは認定されない雰囲気を感じていたので、λZAP ファージ
に挿⼊されているアフリカツメガエルの神経胚期 cDNA ライブラリーを⼊⼿し、RI 標識
したプローブによりスクリーニングすることで、本当の cDNA 全⻑も得ることができた
（1999 年）。これらをもとに、Tbx6 の機能解析を始めた。 
 
Tbx6 の機能解析 
 カエルの Tbx6 の発現は原腸陥⼊が始まる頃に開始され、原腸胚期、神経胚期と増加し、
以後減少した。in situ ハイブリダイゼーションにより、体の後ろで発現が強いことがわ





に off となり mRNA が消失しているようであった。 
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ジョウバエの engrailed ホメオボックス転写因⼦の C 末側にあるリプレッサードメイン、
もしくは単純ヘルペスウイルス由来の転写因⼦である VP16 の転写活性化ドメインと連
結することで、転写リプレッサー型の Tbx6 および転写アクチベーター型の Tbx6 を作成
し、それぞれ mRNA を合成してアニマルキャップアッセイをしたところ、Tbx6VP16 は
Tbx6 と同様の中胚葉分化誘導活性を⽰したので、Tbx6 は中胚葉分化に関わるときは転写
活性化因⼦として機能していることが⽰唆された（32）。 












 Tbx6 に続き、新しい T-box 遺伝⼦を探した。⽤いた⽅法は Tbx6 のときと同じで、T-box
部分の PCR 断⽚を得て、新規なものを⾒出し、全⻑をクローニングした。その結果、Tbx6r










のとき、cDNA の T-box より 5'上流側の単離は Tbx6 の時と同様に 5'RACE で私⾃⾝が⾏






ら cDNA 全⻑が得られたものと考えていた。 







に衝撃を与えた。2 度⽬の 5'RACE をもっと慎重に⾏えば、正しい上流を⾒出すことが
できたかもしれない。また我々のノックダウン実験では遺伝⼦の抑制度合いが不⼗分で
あったために、本来の Tbx6r の機能を⾒出すことができなかったのかもしれない。しか
し、我々の論⽂が引⽤され、Discuss されていることもあり、Gerald Thomsen、 Jim Smith







つからなかったが、NCBI の tblastn 検索において、最近になり追加されたメキシコサン
ショウウオの TSA（transcriptome shotgun assembly）から⾒出すことができた。有尾⽬は
DNA の量が動物界随⼀で、イモリのもつ DNA 量はヒトの数⼗倍である。このためにゲ
ノムプロジェクトが⾼い精度では実施できていないが、ハーバード⼤学医学⼤学院の研
究者が中⼼となって作成した、脊椎動物界では最⾼ともいえる臓器再⽣能⼒をもつ有尾
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図 1 Tbx6 パラログ遺伝子の分子系統樹 各遺伝子のコードするタンパク質のアミノ酸配列全長を用











互移植が可能な近交系の開発をすすめ、40 年以上にわたる掛け合わせにより J 系統がつ
くられた。これがゲノムを解読する際に有利と考え、急遽⽇本のアフリカツメガエル研
究会がゲノムプロジェクトを⽴ち上げ、2016 年に論⽂ならびにゲノム v9.1 の発表に⾄っ
た（39, 40）。現在の最新 v9.2 のデータを Xenbase のゲノムブラウザを眺めると、Tbx6
と Tbx6r とは逆向きで隣接している。2 つの遺伝⼦の間に他の遺伝⼦はなく、このこと






合は世代交代時間が最短でも 2 年近くかかり、forward genetics は現実的ではない。こう
した遺伝学が使いにくい動物においてはノックダウンがよく⾏われる。この⽬的でアフ
リカツメガエルや⼩型⿂類ではアンチセンス MO がよく⽤いられてきた。これは mRNA
に相補的なアンチセンス RNA の⼀種であり、25 塩基からなるアンチセンス RNA と同じ
塩基配列をもちながらも⾻格はリボースとリン酸のくり返しではなく、モルフォリンと
リン酸のくり返しである。このため細胞の持つヌクレアーゼによって分解されにくい。
アンチセンス MO はその設計と合成が Gene Tools 社により独占的に⾏われており、実験
する際には cDNA 配列を Gene Tools 社に伝え、送られてきたアンチセンス MO を初期胚
へとマイクロインジェクションする。mRNA の開始メチオニン付近から 5'UTR にかけて
設計されたものは翻訳を阻害する⼀⽅で、エキソン・イントロン接合部に設計されたも
のは mRNA のスプライシングを阻害する。我々は 2000 年代初頭まではこの後者の⽅法
をよく⽤いていた。ノックダウン実験のアキレス腱はその阻害の特異性にあり、特定の
mRNA の機能を阻害しているつもりでも他の mRNA の機能も抑制してしまっていると
いうオフターゲット効果の可能性がつきまとう。このためアンチセンス MO を注射した
際には、それで発⽣異常がおこることを⽰すのみならず、アンチセンス MO とは 5 塩基
異なる 5misMO にはそうした活性が⾒られないこと、さらにアンチセンス MO とは対合
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究会がゲノムプロジェクトを⽴ち上げ、2016 年に論⽂ならびにゲノム v9.1 の発表に⾄っ
た（39, 40）。現在の最新 v9.2 のデータを Xenbase のゲノムブラウザを眺めると、Tbx6
と Tbx6r とは逆向きで隣接している。2 つの遺伝⼦の間に他の遺伝⼦はなく、このこと






合は世代交代時間が最短でも 2 年近くかかり、forward genetics は現実的ではない。こう
した遺伝学が使いにくい動物においてはノックダウンがよく⾏われる。この⽬的でアフ
リカツメガエルや⼩型⿂類ではアンチセンス MO がよく⽤いられてきた。これは mRNA
に相補的なアンチセンス RNA の⼀種であり、25 塩基からなるアンチセンス RNA と同じ
塩基配列をもちながらも⾻格はリボースとリン酸のくり返しではなく、モルフォリンと
リン酸のくり返しである。このため細胞の持つヌクレアーゼによって分解されにくい。
アンチセンス MO はその設計と合成が Gene Tools 社により独占的に⾏われており、実験
する際には cDNA 配列を Gene Tools 社に伝え、送られてきたアンチセンス MO を初期胚
へとマイクロインジェクションする。mRNA の開始メチオニン付近から 5'UTR にかけて
設計されたものは翻訳を阻害する⼀⽅で、エキソン・イントロン接合部に設計されたも
のは mRNA のスプライシングを阻害する。我々は 2000 年代初頭まではこの後者の⽅法
をよく⽤いていた。ノックダウン実験のアキレス腱はその阻害の特異性にあり、特定の
mRNA の機能を阻害しているつもりでも他の mRNA の機能も抑制してしまっていると
いうオフターゲット効果の可能性がつきまとう。このためアンチセンス MO を注射した
際には、それで発⽣異常がおこることを⽰すのみならず、アンチセンス MO とは 5 塩基
異なる 5misMO にはそうした活性が⾒られないこと、さらにアンチセンス MO とは対合






 そこでアンチセンス MO にかわり、2020 年にノーベル賞の受賞対象となった
CRISPR/Cas によるノックアウトが両⽣類でも⼀般的に⾏われるようになってきている。
両⽣類ではネッタイツメガエル Xenopus tropicalis で⼀⾜先に成功を収めている。これは
ネッタイツメガエルが 2 倍体であり、ノックアウト対象の遺伝⼦は 2 つなのでノックア
ウトしやすいためである。これに対し、アフリカツメガエルは約 1800 万年前に、現在の
ネッタイツメガエルと近縁の 2 倍体のカエル、およびすでに絶滅したと考えられる別の
2 倍体のカエルのゲノムが合わさって、異質 4 倍体化した。このとき 2n＝20 本の染⾊体
セット 2 つが合体して 4n=40 本となるべきところ、9 番と 10 番の染⾊体が合わさること
で最終的には 4n=36 本の染⾊体となった。このためアフリカツメガエルではたいがいの
























ノックアウト実験の⽅法論に⼤きな進歩があった。まず Cas9 酵素は mRNA やプラスミ
ドの形ではなくタンパク質の形で受精卵に注射する⽅が、すぐに作⽤するのでよい。次
にガイド RNA は、T7 RNA ポリメラーゼなどで in vitro 転写により合成すると、意図し
たものと異なる RNA が混⼊するので、化学合成の⽅がよい。インターネット上でガイ





ム DNA を鋳型とした PCR 産物をダイレクトシーケンスにかけた際の、切断ポイント周
辺での波形の乱れから、どのような塩基配列の変化がどのような頻度で⽣じたかを計算







 こうした時代背景のもとで、我々はアフリカツメガエルの Tbx6 遺伝⼦の第 2 エキソン
に 20 塩基からなる sgRNA（single guide RNA）を設計し、IDT 社に合成依頼した。この
会社の sgRNA は末端近傍のホスホジエステラーゼ結合が修飾されており、RNase で分解
されにくくなっている。この sgRNA と Cas9 酵素をモル⽐が 1:1 になるように混合し、
受精直後のアフリカツメガエル胚にマイクロインジェクションした。この胚が尾芽胚に
なったときに、胚からゲノム DNA を抽出して、PAM 配列および sgRNA の標的部分を
中⼼に PCR で DNA を増幅し、⽚側からサンガー法でダイレクトシーケンシングにかけ
た。得られた塩基配列の波（.ab1 ファイル）が、PAM 配列付近で乱れていることを確認
し、その波形を ICE 解析（https://ice.synthego.com/#/）にかけた（43、図 2）。これにより、
ある胚では Tbx6 遺伝⼦が⾼頻度に切断されて挿⼊や⽋失（InDel）をおこしており、多
くの場合に mRNA の読み枠がずれるために Tbx6 の機能がほぼ⽋失していることが推定
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図 2 Tbx6 ノックアウト胚のゲノム DNAを ICE 解析にかけた例 
A：ダイレクトシーケンスによる波形（.ab1 ファイル）、上がノックアウト胚、下が正常胚。 
B：波形から塩基配列のバリエーションを抽出した結果、92％の頻度で InDel がおきたと推定さ 
れ、ノックアウトスコアが90となっている（この数字は100に近いほどよい）。 
 




カエルで研究していた Tbx6 遺伝⼦を ES 細胞に強制発現させるとどうなるか、という研
究にとりかかった。TET 調節システムを利⽤すれば Tbx6 の過剰発現は可能だと思えた。
また導⼊した遺伝⼦を確実に調節するには、マウスの Rosa26 遺伝⼦座に遺伝⼦を⼊れる
のがよいと思われた。これを可能にする細胞（EBRTcH3）が理研バイオリソースセンター











と、数時間後には Tbx6 の発現が始まる。 
 この ES 細胞を神経分化の条件においてしばらく培養すると、神経らしい突起を有す
る細胞が出現し、神経の分⼦マーカーも発現した。この培養の最中に Tbx6 を on にして
おくと、神経分化はまったく起こらなかった（図 3）。昔カエル胚で実験した時と同じよ
うに、Tbx6 が発現するのは中胚葉になるということであり、Tbx6 があるときは外胚葉の
神経にはならないという基本原則が ES 細胞からも感じられた。次に、ES 細胞を⼼筋が
分化する条件においたとき、通常は⼼筋が培養⽫上のランダムな位置にまばらに分化す
るが、Tbx6 を過剰発現しておくと、⼼筋の⾯積が⼤幅に増⼤した。Tbx6 発現と⼼筋分化
の関係についてはやや難しい考察を必要とするが、いずれにしても Tbx6 を発現する ES
細胞は、それを発現しない通常の ES 細胞とはかなり異なることが確かめられた（44）。 
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 これと関連して、筑波⼤学の研究者がマウスの繊維芽細胞に 58 種類の遺伝⼦を導⼊し
たところ、Tbx6 のみが⼼筋分化を誘導した（45）。この論⽂では、多能性幹細胞や胚か
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